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Introducao

O desenvolvimento e caracterizacédo de biorreatores
ou IMERs como ferramentas de pesquisa no ambito
da quimica médica constituem uma alternativa (til ao
desenvolvimento racional de farmacos. Eles viabilizam
uma economia de tempo, aumento da estabilidade,
uso de pequena quantidade e reutilizacdo da enzima.
Os biorreatores podem ser utilizados na triagem de
alta eficiéncia on-ine em um sistema de
cromatografia liquida (CL) permitindo a rapida
identificac&o de inibidores especificos.!

Considerando a  importancia da  enzima
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase no ciclo de vida
do T. cruzi, esta se tornou um importante alvo para o
desenvolvimento de novos agentes
antitripanossémicos, pois sua inibicdo impediria o
parasita de obter a energia necessaria para sua
sobrevivéncia. Biorreatores contendo GAPDH de T.
cruzi e humana desenvolvidos em nosso grupo foram
utilizados em um sistema de cromatografia liquida, **
com objetivo de identificar inibidores especificos entre
diferentes compostos.

Resultados e Discussao

Os biorreatores de GAPDH desenvolvidos foram
avaliados quanto a capacidade de discriminar
inibidores comparando os resultados com aqueles
obtidos nos ensaios em solugdo. Inicialmente, seis
diferentes compostos (Figura 1) foram ensaiados em
ambos os formatos. A atividade da enzima foi
monitorada pela producdo de NADH medido
espectrofotometricamente a 340nm em métodos
previamente desenvolvidos.z'4
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Figura 1. Série de compostos avallados com a
enzima GAPDH.
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O método utilizando os biorreatores baseia-se na
cromatografia seletiva de afinidade, e a quantificagdo
do NADH foi feita por cromatografia liquida
multidimensional, uma vez que o biorreator néo
apresenta resolucdo cromatogréfica adequada.”®

Tabela 1. Valores da porcentagem de inibicdo obtida
para a série de compostos considerada, com a
enzima GAPDH-Tc livre e imobilizada.

Composto % de inibigéo
livre imobilizada
1 50 45
2 MB MB
3 90 75
4 MB MB
5 MB MB
6 MB MB

* MB: muito baixa (<10%)

Os compostos 1 e 3 que mostraram significativa
atividade inibitéria nos ensaios com a GAPDH-Tc
(Tabela 1) também foram avaliados no biorreator com
a enzima GAPDH humana. Neste ensaio, esses
compostos ndo mostraram atividade inibitéria. Este
resultado indica tratar-se de compostos inibidores
seletivos da GAPDH de T.cruzi.

Conclusdes

Os valores de inibicdo obtidos nos ensaios com o
biorreator e em solugdo indicam que apés
imobilizac@o a enzima reteve a atividade catalitica e a
capacidade de reconhecer inibidores. Tais resultados
validam o uso do biorreator na triagem de novos
agentes antitripanossdmicos especificos.
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